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論文内容の要旨
【目的】
アルミニウムの神経毒性はよく知られているが、その機序については未だ解明されていない。この毒性機序を検討
するために、これまで種々の動物モデ、ルが検討されてきた。しかし、その多くがアルミニウムの慢性投与実験モデル
であり、慢性投与による二次的影響を考慮、しなければならない。
このような背景に基づき本研究では、より直接的なアルミニウム毒性の機序を検討するために、培養ラット神経細
胞を用いて、軸索形成初期の培養開始後 6 時間目にアルミニウムを高濃度・短時間(パルス曝露)させて、神経突起・
軸索の形成および、軸索輸送への影響について検討した。さらに、軸索形成の進んだ培養開始後 4 日目に同様のアルミ
ニウム曝露を行い、比較検討した。
【方法】
1 )神経細胞の初代培養:
胎生17 日齢ウイスター・ラットの大脳を取り出し、脳膜を剥離した後、 DNasel ・トリプシンの酵素処理にて細胞を
単離して、 poly-ethyleneimine でコートした cover slip 上に1. 8 X 105 cm2 の密度で播種して、 B27/N eurobasal 
medium (無血清培地)を用いて培養した。
2 )アルミニウム塩の添加:
植物由来のアルミニウム有機リガンド maltol (3-hydroxy-2-methyl-4-pyrone) と塩化アルミニウムを等モル比で
混合した aluminum-maltol を250μM の濃度で、神経突起の未だ殆ど出ていない軸索形成初期の培養開始後 6 時間目
及び軸索形成の進んだ培養開始後 4 日目に 1 時間曝露し、培地で洗浄した後、さらに B27/N eurobasal medium で 4
日間培養して acid-methanol 固定した。 aluminum-maltol の代わりに PBS (phosphate-buffered saline) を等容量加
えたものを対照群とした。
3 )免疫組織化学:
単層の培養細胞を Tris-buffered saline (TBS, 10 mM Tris/0.9%NaCl/ HCI! pH7.4) で洗浄し、 acid-methanol
固定液 (70%methanol， 10%acetic acid, 20%water) を用いて固定した。 0.05% Triton-X 100/ 0.5% bovine serum 
albumin/ TBS にて一次抗体を希釈し、 4 0Cで24時間インキュペートを行った。 TBS にて洗浄後、蛍光標識二次抗体
を反応させ、共焦点レーザー顕微鏡 (Zeiss LSM410) により観察した。
尚、一次抗体及び二次抗体として、 anti-neurofilamentL (R-2-1 、 1 : 1000) 、 anti-actin (C4、 100) 、 anti-clathrin
(CHC5.9、 1 : 50) 、 anti αtubulin (D M -1A、 1 : 1000) 、 anti-GAP43 (91E12、 1 : 1000) 、 anti-kinesin (CKHC9、
1 : 250) 、 anti-synaptophysin (SY38、 1 : 25) 、 anti-rabbit FITC-conjugated (1 : 250) 、 anti-mouse IgG or IgM 
rhodamine-conjugated (1 : 250) を用いた。
4 )細胞の生存率:
LIVE/DEAD EukoLight Viability /Cytotoxicity Kit (Molecular Probes) を用いて測定した。
【結果】
軸索形成初期(培養開始後 6 時間目)の aluminum-maltol 曝露群では、チュプリン・アクチン・クラスリンの分布
には異常がみられず、また、軸索の形態も対照群との聞に差異を認めなかった。生存率も対照群と有意な差を認めな
かった。しかし、ニューロフィラメントの軸索遠位部への輪送が障害されていることが観察された。さらに他の軸索
輸送蛋白について検討したところ、速い軸索輸送成分に属するシナプトブイジン・キネシン・GAP-43は、細胞体に集
積し、軸索遠位部への輸送が障害されていた。一方、軸索形成の進んだ、培養開始後 4 日目に同様の aluminum-maltol
曝露を行ったが、軸索の形態および軸索輸送蛋白の分布に変化はみられなかった。
【総括】
アルミニウムの神経毒性を検討するために、これまで種々の動物モデルが検討されてきた。本研究では、アルミニ
ウムの慢性投与による二次的影響を除外し、より直接的なアルミニウム毒性の作用機序を検討するために、軸索形成
初期及び形成後にアルミニウムのパルス曝露を行なった。軸索形成初期におけるアルミニウムのパルス曝露は、チュ
プリン・アクチン・クラスリンの分布には異常がみられず、軸索形態も維持されていたが、ニューロフィラメントの
軸索遠位部への輸送が障害されていた。さらに、シナプトフィジン・キネシン・ GAP-43などの速い軸索輸送 (fast
component) が障害されていることが観察され、軸索輸送障害がアルミニウムの直接的な神経毒'性機序の一つであるこ
とが示唆された。アルツハイマー病の環境危険因子のーっとしてアルミニウムが考えられており、本研究で示したア
ルミニウムの毒性によるニューロフィラメントの分布異常と速い軸索輸送障害はアルツハイマー病の病態に関与して
いる可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
本研究は、未だ解明のなされていないアルミニウムの神経毒性に関して、アルミニウム・パルス曝露法を用いて、
軸索の細胞骨格形成と軸索輸送に対する影響及び神経細胞死との関連について検討したものである。ラット初代培養
神経細胞の培養開始後 6 時間日にアルミニウムを250μM ・ 1 時間曝露(パルス曝露)させて、細胞骨格形成と軸索輸
送に対する影響を検討したところ、死亡率が対照群と有為差がない培養 4 日目において、軸索輸送速度分類の中で可
溶性のダイナミック型分子が多く含まれる SCb (2---4 mm/ day) に属するアクチンとチュプリンに異常を認めず、安
定重合型分子の多い SCa (0.25-----1.5 mm/day) に属するニューロフィラメントでは核周囲に蓄積する異常を認めた。
この結果は SCb のダイナミック型分子は神経損傷後、反応性に増加し、障害に対して抵抗性であるという報告に沿う
ものと考えられ、一方では、ニューロフィラメントはアルミニウムなどによる障害に対して抵抗性に乏しい事を示唆
していた。また、ニューロフィラメントの軸索輸送障害に伴い、培養初期にのみ発現されるビメンチンが残存し、軸
索内の中間径線維構築を代償していると考えられた。軸索輸送蛋白においてもモータ一分子であるキネシンおよび膜
頼粒のシナプトフィジン・GAP43など FC (250---40 mm/ day) に属する蛋白の分布異常がみられた。これは、 3 種の
細胞骨格エレメントのうちアクチンとチュプリンが正常であっても、ニューロフィラメントに異常があれば、膜蛋白
やリン脂質などの膜頼粒の軸索輸送に障害が生じる事を示唆するものであった。 NGF の逆行性軸索輸送障害の有無
について検討したところ、 NGF の輸送が障害されていたが、これら神経栄養因子の欠乏がアポトーシスの一因である
と考えられた。
本研究の結果は、神経細胞の培養初期にアルミニウムをパルス曝露することにより軸索輸送障害が生じ、その後引
き続き逆行性軸索輸送障害による神経栄養因子の欠乏を呈して神経細胞がアポトーシスに至ることを実験的に初めて
明らかにし、アルミニウムによる軸索輸送障害と神経細胞のアポトーシスの関連を示唆した興味深い研究である。本
研究で示された細胞レベルでの機能異常は、アルミニウムの神経毒性機序を理解していくための基礎的な生物学的デ
ータとなり得ると考えられ、本研究は学位の授与に値するものと考えられる。
